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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Abstract
This　report　presents　the　results　of　an　immunohistochemical　study　of　synapses　and　axon　alterations　of
chronic　multiple　sclerosis　（MS）　plaques．　Monoclonal　antibodies　against　synaptophysin　and　phospho－
rylated　neurofilament　protein　（pNF）　were　used．　Plaques　involving　the　inferior　olivary　nucleus　and　the
dentate　muclei　were　examined　with　the　antibody　to　synaptophysin　and　the　results　indicate　that　immuno－
reactivity　was　preserved　in　these　plaques．　Chronic　MS　plaques　involving　the　corpus　callosum　and　the
lateral　funiculus　ofthe　spinal　cord　were　studied　with　the　antibody　to　pNF；immunoreactivity　of　the　axons
in　those　plaques　was　abnormal．　These　results　suggest　that　axons　are　affected　to　a　greater　extent　than
synapses　by　chronic　demyelination　in　MS　lesions．
Introduction
Demyelinated　plaques　are　a　common　occurrence　in　multiple　sclerosis　（MS），　but　relatively　little　is
known　about　synapse　and　axon　alterationsi）一3）　in　such　lesions．　ln　the　present　investigation，　we　applied
immunohistochemical　technique　to　examine　the　effect　of　chronic　demyelination　on　synapses　and　axons
in　MS　patients．　The　demyelination　plaques　involved　the　subcortical　nuclei　and　gray　matter，　plaques　of
the　unilateral　olivary　nucleus　and　of　portions　of　the　dentate　nuclei　were　selected　to　study　synapses
alteration．　For　the　purpose　we　used　a　antibody　to　synaptophysin，　a　38　kDa　glycoprotein　of　synaptic
vesicles　which　is　considered　to　be　a　marker　for　synaptic　terminals．
　　While　there　is　information　available　about　axonal　and　Wallerian　degeneration　in　MS　that　are　due　to
demyelinated　plaques，　there　are　only　scanty　immunohistochemical　date　on　axonal　alteration．　We　have
used　a　monoclonal　antibody　to　phosphorylated　neurofilament　proteins　（pNF）5）N7）　to　examined　axonal
alteration　in　MS　plaques　of　the　corpus　callosum，　lateral　spinal　cord　funiculus，　because　pNF　exist　in　the
axsons．
Materials　and　Methods
We　studied　11　chronic　MS　demyelination　plaques　from　seven　brains　or　spinal　cords　of　patients　will
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Fig．　1　Chronic　demyelinated　plaque　involving　an　inferior　olivary　nucleus
　　　　12．5．　C，　D：Staining　with　anti－synaptophysin　antibody　×125．
　　　demyelinated　side．　Synaptophysin　immunoreactivity　is　evident　in　th
　　　the　demyelinated　side　and　the　non－demyelinated　side．
　　．　A，
A，　C
e
（：
聾・
：
奪　，
　　　　　　　　　　　　　　　　　y；壁’
　 　 B：Luxol　fast　blue－PAS　stain　×
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　side，　B，　D’
neurop l　and　aroun 　the　cell　bodies　of
： on－demyelinated
neuropathologically　established　MS．　The　patients’　ages，　ranged　from　31－73　and　duration　of　the　illness
from　5　to　12　years．
　　Three　plaques　involved　an　inferior　olivary　nucleus　（Fig．　1　A，　B），　two　plaques　partially　involved　a
dentate　nucleus，　four　plaques　were　located　in　the　corpus　callosum，　two　plaques　involved　one　lateral
funiculus　（Fig．　4　A）．　Sections　of　corpus　callosum　from　4　patients　who　died　of　various　non－neurological
disorders　served　as　controls．
　　Tissue　specimens　were　fixed　with　10（i70　phosphate－buffered　formalin，　embedded　in　paraffin，　and　cut
into　6　pt　m－thick　sections．　The　following　primary　antibodies　were　used：A　mouse　monoclonal　lgGi
antibody　to　synaptophysin‘）　（clone　SY38，　BioGenex　Laboratories，　San　Ramgn，　CA）　and　a　mouse
monoclonal　lgG，　antibody　against　a　200　kDa　pNF5）　（SMI31，　Sternberger　Monoclonals　lncorporated，
Baltimore，　MD）．　This　antibody　was　diluted　1：1000　with　O．Ol　M　phosphate－buffered　saline　（PBS．　pH
7．2）　containing　390　bovine　serum　albumin．
　　Incubation　with　the　anti－synaptophysin　antibody　was　overnight　at　room　temperature　and　with　the　anti
－pNF　antibody　at　40C．　Bound　antibody　was　detected　with　the　Vectastain　ABC　kit　for　mouse　lgGi
（Vector　Laboratories，　Burlingame，　CA）　and　3，　3－diaminobenzidine　tetrahydrochloride　was　used　as　the
final　chromogen．　Sections　incubated　with　PBS　served　as　controls．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Results
　　On　sections　containing　both　sides　of　the　inferior　olivary　nuclei，　fine　synaptophysin　immunoreactive
dots　were　seen　in　the　neuropil　and　around　the　neurons　of　the　normal　side　of　the　olivary　nucleus　（Fig．　1
C）．　Similar　results　were　seen　in　the　olivary　nucleus　involved　by　the　chronic　demyelinated　plaques　（Fig．　1
D）．　Delicately　stippled　synaptophysin　immunoreactive　dots　were　also　seen　in　the　neuropil　and　around　the
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　　 　Staining　of　the　corpus　callosum　with　the
antibody　to　phosphorylated　neuro制ament
　protein　（pNF）．　A：The　regular　linear
reactivity　is　diminished　in　the　plaque×16．5．
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seen　in　the　undemyelinated　portion（＊in
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Fig．　3　C ronic　demyelination　plaque　involving
　　a　lateral　funiculus　of　the　thoracic　cord．　A：
　　 Luxol　fast　blue－PAS　stain　×16．5．　B：in－
　　　cr ased　pNF　immunoreactivity　is　evident　in
　　　 he　plaque　×33．
neurons　of　both，　the　normal　and　demyelinated　dentate　nuclei．
　　With　anti－pNF　antibody　a　regular　linear　staining　pattern　was　observed　in　axons　of　the　corpus　callosum
from　control　subjects．　The　regular　linear　immunoreactivity　was　reduced　in　the　demyelinated　plaque
（Fig．　2A）　and　irregular　strongly　immunoreactive　thick　filamentous　structures　（Fig．　2　C）　were　evident　in
each　plaque．
　　In　some　corpus　callosum　areas，　distant　from　the　demyelinated　plaques，　several　thick　or　bead－1ike　pNF
immunoreactive　structures　were　seen　（Fig．　2　B）．　By　comparison　few　of　them　were　present　in　the　corpus
callosum　of　controls．
　　In　some　demyelinated　plaques　involving　one　lateral　funiculus　of　the　spinal　cord　（Fig．　3　A），　pNF
immunoreactivity　was　increased　（Fig．　3　B）　compared　to　normal　counterparts　on　the　same　section．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Discussion
　　MS　plaques　occasionally　involve　the　subcortical　nuclei　or　gray　matter．　To　our　knowledge，　there　have
been　no　previous　immunohistochemical　studies　regarding　synaptic　changes　in　MS　plaques　of　those　areas．
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Our　results　demonstrate　that　synaptophysin　immunoreactivity　is　well　preserved，　suggesting　that　the　pre
－synaptic　structure　is　minimally　affected　by　demyelination．
　　It　is　known　that　axons　are　relatively　well　preserved　in　the　demyelinated　plaques　of　chronic　MS．
However　completely　intact　axons　are　rare　in　these　plaquesi），’@and　Wallerian　d generation　occurs　in　the
Iong　spinal　cord　tracts　containing　MS　plaques．　Shintaku　at　al．2）　reported　that　the　diameter　of　demyelinat－
ed　axons　of　the　spinal　cord　is　increased　in　chronic　MS．　ln　demyelinated　plaques　of　the　corpus　callosum
and　spinal　cord，　a　variety　of　abnormal　pNF　reactive　patterns　was　seen．　These　observation　document　that
the　degree　of　axonal　degeneration　due　to　demyelination　may　vary．
　　The　corpus　callosum　is　comprised　mainly　of　communicating　fibers，　and　its　regular　histopathological
appearance　is　ideal　for　examining　secndary　axon　degeneration　due　to　MS　plaques．　The　presence　of
several　thick　or　bead－like　pNF　immunoreactive　structures　in　areas　distant　from　demyelinated　plaques
would　suggest　that　they　may　be　due　to　Wallerian　degeneration　or　to　a　disturbance　in　axonal　transport
due　to　degeneration．
　　We　interpret　our　results　as　evidence　that　in　chronic　demyelination　in　an　MS　lesion　the　damage　is
primarily　to　axons　and　to　a　lesser　extent　to　synapses．
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多発性硬化症陳旧性脱髄斑部の抗シナプトファイシン，
　　　　　　　　　　　　　　り　　　　　抗ニューロフィラメント抗体による
　　　　　　　　　　免疫組織化学的検討
　　　　　　馬原孝彦＊，平野朝雄，柴田亮行，加藤信介
Division　of　Neuropathology，　Department　of　Pathology，　Montefiore　Medical　Center，　Bronx，　NY，　U．S．A．
＊現　東京医科大学老年病学教室
　多発性硬化症の脱髄病変は時に皮質下核におよぶが，シナプス所見の報告は少ない．脱髄巣が一側下オリ
ーブ核を含む3例と，歯状核を含む2例で，抗シナプトファイシン抗体を用い検討した．脱髄巣内でも同一切
片上正常部と同様の免疫染色性が保たれていた．
　脱髄斑内では軸索は比較的保たれるが，正常でないことも報告されている．抗燐酸化ニューロフィラメン
ト抗体（SMI31）を用い，脱髄巣が，脳梁を侵している4例と，一側側索にある2例の軸索を検索した．脳梁
脱髄部ではSMI31の免疫染色性は低下し，その中に強染する帯状構造物を認めた．側索の病変部でも一部が
強染された．
　多発性硬化症陳旧性脱髄斑部内では軸索は障害されるが，シナプスは比較的保たれると思われた．
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